

























current  injection  or  by  increased  extracellular  K+  concentration  produced membrane  potential 
oscillations  (MPO)  significantly  more  frequently  in  conjugated  T  cells  than  in  lone  T  cells. 


















opens  the channel and  the consequent K+ efflux hyperpolarizes  the membrane  leading  to channel 






(Ca2+‐release activated Ca2+) channel, which consists of  the Ca2+ sensor STIM1  in  the endoplasmic 
reticulum  (ER)  and  the  pore‐forming  subunit Orai1  in  the  plasma membrane  [16,17]. When  the 
TCR/CD3  complex  binds  the  presented  antigen,  the  downstream  signaling  events  lead  to  IP3 
production with a consequent  release of Ca2+  from  the ER and activation of CRAC channels. The 
extremely low conductance CRAC channels [18] are activated by emptying of the ER Ca2+ store sensed 
by  STIM1  [19]  and  allow  Ca2+  influx.  Ca2+  influx  enhances  the  activity  of  Kv1.3  by  causing 













immunological  synapse  (IS)  formed  between  an  antigen‐presenting  cell  (APC)  and  an  antigen 
recognizing T cell. The IS is a signaling platform where molecules involved in antigen recognition 













found  that  the  membrane  potential  of  murine  T  cells  conjugated  with  APCs  in  an  IS  shows 
characteristic oscillations unlike the fluctuations described earlier. We found that depolarization of 








the  periodicity  and  amplitude  of  the  oscillations  shown  here  [7–9]. We  suggest  that  the  special 
conditions created by the IS formation facilitate the generation of these characteristic MPOs along 
with  the  accompanying  Ca2+  oscillations,  which may modulate  the  signaling  cascade  of  T  cell 
activation. 





A murine model  system was  used  to  address  our  hypothesis, where CH12  B  cells  present 
conalbumin antigens  to D10 murine helper T cells specific  for  this antigen  [22]. Whole‐cell patch‐
clamp was  used  to  characterize  the  ion  channel  expression  of D10  cells, which  showed  that K+ 
channels were expressed on these cells. 
Figure  1A  shows  that  voltage‐clamped  D10  cells  display  a  quickly  activating  and  slowly 
inactivating current when the membrane potential is depolarized to +50 mV from a holding potential 
of 120 mV. Regarding  its voltage dependence  and kinetic parameters  this whole‐cell  current  is 
similar to the one recorded in human peripheral blood T cells expressing Kv1.3 channels [3,30]. The 
average current amplitude at +50 mV was 441 ± 89 pA (n = 18). The expression of Kv1.3 channels in 









[33],  a  selective  small  molecule  inhibitor  of  these  channels  (Figure  1C).The  formation  of  cell 
conjugates  between APCs  and T  cells was  initiated  by  co‐centrifugation  of  conalbumin  antigen‐
pulsed CH12 cells and D10 cells at a ratio of 1:1 [22]. The formation of the IS was confirmed by the 
characteristic  recruitment  of  the GFP‐tagged  PKCΘ  into  the  synapse  using  confocal microscopy 
(Figure 2) [22,34]. In subsequent experiments the specific recruitment of PKCΘ‐GFP into the IS was 
used to identify suitable cell conjugates for electrophysiological experiments. 






















mode.  As  leak  resistance  dramatically  interferes  with  membrane  potential  determination,  we 
included only  those records  in  the analysis where  the seal resistance was greater  than 1 GΩ. The 
instantaneous, reversible depolarization of the resting membrane potential to ~0 mV in the presence 




inward  cation  current  [36].  Similar Ca2+  currents up  to  about  10 pA  amplitude were  induced by 




membrane  potential  oscillations  in  response  to  such  current  injections  (Figure  3A,  left)  or  to 
depolarization by 150 mM external K+. In some cells oscillation developed spontaneously (Figure 3A, 




(Fisher’s exact  test, p = 0.027). Membrane potential oscillations were  transient: MPOs  induced by 
either method lasted for ~50 to 300 s and ceased spontaneously. 
In order to make an objective decision about the presence or absence of MPO we developed a 
mathematical method  analysing  the  distribution  of  the  data  points  in  the membrane  potential 
recordings (see details in Materials and Methods). 












recording  chamber was perfused with  150 mM K+  extracellular  solution.  (C): Distribution  of  the 
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amplitudes  of membrane  potential  oscillations measured  on D10  T  cells  engaged  in  IS.  Smooth 
histograms were created by an averaging procedure as described in the Methods. 
The amplitudes of oscillations had considerable cell‐to‐cell variability and changed during the 






channel  blockers  (see  below), where MPO  components with multiple  frequencies were  present, 
required more  sophisticated  analysis,  such  as  the  calculation  of  the  temporal  autocorrelation  of 
membrane potential records (Figure 4 and Methods). This analysis yielded an oscillation frequency 







and  KCa3.1  channels  or  TRAM‐34  [33],  a  selective  small‐molecule  blocker  of  KCa3.1,  in 
concentrations  that  cause  nearly  complete  inhibition  of  the  relevant  channels.  Both  ion  channel 
blockers had drastic effects on the membrane potential oscillations (Figure 5). 50 nM charybdotoxin 
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first peak (at non‐zero time) of the autocorrelation function (A) indicated by dashed line represents 











extracellular  calcium  concentration.  (A,B):  Representative  membrane  potential  records  (current‐
clamp) of D10 cells conjugated to CH12 cells. MPO was by induced by depolarizing current injections 
(arrows) with durations indicated by the lengths of the horizontal lines. The hatched horizontal bar 










Membrane potential  record  (current‐clamp) of a D10 cell conjugated  to a CH12 cell. MPO was by 






with  specific  antigen presenting CH12  cells using  the  fluorescence dye  Fura2‐AM  in  ratiometric 
configuration. In three quarters of the D10 cells engaged in an IS with CH12 B cells (13 out of 17 cells, 
























signaling pathways  leading  to T  cell  activation,  including  the Ca2+  signal. The D10‐CH12 model 
system  used  in  our  experiments  has  been  utilized  previously  to  study molecular  events  of  IS 
formation [34,40]. Following antigen presentation, Kv1.3 channels already present in the membrane 













MPOs  and  ICaOs  in  lone  cells  and  those  engaged  in  an  IS, we  have  found  that  both  types  of 
oscillations occurred significantly more frequently in cells engaged in IS. Our conclusion is based on 
a relatively small number of observations due to the inherent limitation of the single‐cell techniques 
used. For example,  to  record MPOs, cell conjugates had  to be perfectly oriented  in  the  recording 
chamber  to  allow  detection  of  PKCΘ‐GPF  translocation,  as  an  indicator  of  IS  formation,  and 
simultaneously allow the access of the recording patch‐clamp pipette to the D10 cell in the conjugate. 
Although our experimental setup did not allow simultaneous recording of both parameters (MPO 













channels  [8]. Here we  tested  the  role of  these channels  in producing MPOs by  the application of 
channel  inhibitors  and  the  removal  of  extracellular Ca2+.  In  this model  the  current  required  for 
depolarization and the subsequent activation of the K+ channels is supplied by Ca2+ influx through 
CRAC channels. The requirement for the Ca2+ current was confirmed by the complete elimination of 





model  and  as  expected,  their  simultaneous  inhibition  caused  significant  depolarization  and 
suppression of the MPOs (Figure 5A). Since IS development is a dynamic process [44], which started 
at the co‐centrifugation of the cells, the variable time periods elapsed to the achievement of the whole‐
cell patch‐clamp  configurations may have  caught different  stages of  the  initial depolarizing Ca2+ 






global  properties  of  a  cell,  controlled  by multiple  evenly  distributed  ion  flux  pathways,  special 
membrane potential  responses  require uneven distribution of  ion  channels producing  significant 
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spatial fluctuations in ion concentrations. For example, in neurons, action potential generation and 
propagation  rely on high densities of  ion  channels at  the axon hillock and  the nodes of Ranvier 
interspersed by areas of low channel densities or lacking channels completely. 
Furthermore, the clustering of different channel types into multi‐channel complexes allows for 





Ca2+ buffering capacity,  it has been shown  that a single open Ca2+ channel can raise the  local Ca2+ 
concentration to the high μM range within a few tens of nanometers around the channel for short 




The  formation of  such  channel  complexes may be  spontaneous but may also be  induced by 
signaling events, such as binding of a mitogen or the formation of an IS. The membrane potential 
fluctuations attributed to the close interplay of Kv1.3, KCa3.1 and CRAC channels was described in 
T  cells  activated  by  phytohemagglutinin  (PHA),  which  is  known  to  cause  cap  formation  and 




the  channels  and modulate  their  contributions  to membrane  potential  control.  For  example,  K+ 
accumulation  in  the  synaptic  cleft  can  slow  the  inactivation,  increase  the  conductance  of Kv1.3 
channels and cause depolarization with an ensuing increase in opening probability [49] causing an 
overall  increase  in  the K+ permeability of  the membrane  facing  the cleft. A high density of CRAC 









To  explore  the  role of K+  channels  in  the MPOs, we applied  inhibitors, namely TRAM‐34, a 
specific blocker of KCa3.1, and ChTx, which blocks both Kv1.3 and KCa3.1. As seen on the amplitude 
histograms the highest amplitude oscillations were abolished by both blockers (Figures 3C and A2). 
In  some cells,  the  inhibition of KCa3.1 channels only preserved  the  frequency of oscillations, but 
reduced  their  amplitudes,  suggesting  that  under  special  circumstances  Kv1.3  channels may  be 
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time  elapsed  between  the  initiation  of  IS  formation  and  the  patch‐clamp  recording may  have 
influenced channel distributions and consequently MPO amplitudes and the response to TRAM‐34. 
By inhibiting both K+ channels, ChTx almost completely blocked the repolarizing currents and 


















The derivative of  the  cloned murine T  cell  line D10  (D10.G4.1)  is  specific  for  the  egg‐white 
























with  a VisiFluor  Imaging System  (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Germany)  consisting of a 
Nikon Eclipse Ts2R‐FL microscope, VisiChrome Polychromatic illumination‐system, pco.edge 4.2 m 





Endogenous  Kv1.3  channels  of  D10  cells,  which  were  conjugated  to  CH12  cells  (20  min 
incubation at 37 °C) and adhered to poly‐L‐lysine coated coverslips, were labeled on ice indirectly. 
The primary antibody was raised against the extracellular loop between S1 and S2 segments of the 






Images were  recorded  using  a  FV1000  confocal microscope  (60×  UPLSAPO  oil  immersion 
objective, NA:1.35, Olympus, Hamburg, Germany) with 1 μm optical slice thickness. 
4.6. Determination of the presence of MPO 


















close  to  normal  with  few  deviating  values  indicating  the  lack  of  oscillations.  The  graphical 
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by a horizontal solid straight  line. The residuals are determined by subtracting  the trend from  the 
normalized signal. Frequency distribution of the residuals calculated from this model signal is shown 
on the left hand side of the figure. The Normal Probability Density function on the left hand side is 
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